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Malattie mieloproliferative, sindromi mielodisplastiche, leucemie

ESAME EMOCROMOCITOMETRICO CON FORMULA LEUCOCITARIA
STRISCIO PERIFERICO

MIELOGRAMMA

Funzione di conteggio in particolare di blasti

Malattie immunoproliferative
QPE / IMMUNOELETTROFORESI



Osservazione
Colorazione e citochimica

VALORE Spiega la presenza di taluni markers solo in centri di 3° livello
DIAGNOSTICO (2%%,3%*%)

Spiega perché alcuni markers sono sempre presenti nella fase
PERFORMANCE diagnostica anche non in centri di 3° livello (P***)



LINFOMI NON HODGKIN

Linfomi leucemizzati

Linfomi con adenopatie non biopsiabili

- Esame morfologico dello striscio periferico
- Esame morfologico di aspirato midollare



LINFOMI NON HODGKIN

marcatori di linea B

linfociti B naive: precursori linfoidi B con riarrangiamento delle immunoglobuline di superficie
> E’ associata t(11;14) e c’@ anche

Centroblasti — linfociti attivati dall’incontro con I'antigene
Centrociti dopo interazione tra centroblasti e linfociti T

linfociti B del centro germinativo . Se é associata t(14;18) c’e anche
. Presente anche nella

linfociti B memory: linfociti B maturi usciti dal centro germinativo che ricircolano nel

sangue periferico e vanno nelle zone marginali dei linfonodi, della milza e dei tessuti MALT

Immunofenotipo uguale alla LLC da cui si distingue
per la presentazione esclusivamente nodale



LINFOMI NON HODGKIN

marcatore dilinea T
marcatore di linea NK

CD7+ e CD2+ stadi piu immaturi di

CD5+ con CD1la+ definiscono la , con CD4+ e CD8+.
CD3+ con CD4 o CDS8 stadio piu maturo della CD1la-.
Linfociti T-helper (maggior parte dei )
Se sono T-helper follicolari oppure &
linfociti T regolatori ( , associata all'infezione da virus
HTLV-1)
Linfociti T maturi ( , )
Linfociti NK maturi ( )

Se c’e t(2;5) e varianti e



LINFOMI NON HODGKIN

classe eterogenea
marcatori di linea B
se presente t(14;18), elemento prognostico che suggerisce una possibile evoluzione da una
forma indolente di tipo follicolare.

marcatori di linea B
pattern istologico tipico con Ki-67 pari al 100%

dai precursori linfoidi B (10% circa) o T (90% circa), che interessa
Immunofenotipo identicoa LLA-Bo T.
Se ne differenzia per I'interessamento esclusivamente nodale, spesso come massa mediastinica.
Se c’e@ anche interessamento midollare la malattia e definita



LEUCEMIA LINFATICA O LINFOMA ?

Non significativa serve anche per stadiazione e follow-up di
linfoma, la prima diagnosi potrebbe essere di molto antecedente alla biopsia

° Non significativo

- (recidive di linfomi a basso grado )
- (LLC con diagnosi ambulatoriale e non trattate )

( cellularita nel sangue, ombre di Gumprecht,
cellularita neoplastica midollare, etc.)

- se esclusivamente nodale o con coinvolgimento diffuso di linfonodi & LINFOMA
- se coinvolgimento nodale assente o scarso = LLC



DIAGNOSI “POVERA” DI LLC

(linfoadenomegalie)

La diagnosi viene posta di solito con emocromocitometrico+striscio e con citofluorimetria su sangue
periferico
Ma la citofluorimetria e spesso indisponibile tra i flussi correnti

Come orientarsi? SE DISPONIBILI DATI DI LABORATORIO
Spesso riportato anche nell’esame emocromocitometrico, come

elemento di verifica della correttezza della linfocitosi

coincide con la definizione di Stadio 0 di Rai o A di Binet

NB Diagnosi cliniche non specialistiche con linfocitosi < 5000/mmc sono riconducibili
- a errore diagnostico (clonalita non ricercata)
- a MBL (Linfocitosi B monoclonale CD5+/CD23+)



LINFOMI DI HODGKIN

Limmunoistochimica consente di differenziare le forme

intensa nel LH classico, debole nel LH a prevalenza linfocitaria
conferma la presenza delle cellule di Reed Sternberg

per diagnosi differenziale tra LH classico e a prevalenza linfocitaria

NB CD30+ si ritrova anche in patologie reattive del linfonodo



MALATTIE IMMUNOPROLIFERATIVE
MGUS, Plasmocitoma, Mieloma, Waldestrom e Linfoma Linfoplasmocitoide, etc

CD138+ marcatore di plasmacellule
CD56+ puo essere iperespresso nel mieloma, mai nella MGUS
CD38+ nel Linfoma linfoplasmocitoide

2) Esami di laboratorio diagnostici

DOSAGGI IgG IgA IgM
IMMUNOFISSAZIONE SU SIERO O URINE
DOSAGGI CATENE k/A IN SIERO E URINE — TEST FREE LIGHT CHAIN

Servono a determinare il tipo di proteina prodotta dal tumore.

Le immunoglobuline sono costituite da catene pesanti e catene leggere [k] o [A].
Si hanno quindi

-diversi tipi di in base all’lg prodotta (IgG Ko A, IgA Ko A, o, piu
raramente, IgD, IgM o IgE)

- , Se sono prodotte solo catene leggere



MALATTIE IMMUNOPROLIFERATIVE

Mieloma : : o :
. Mieloma | Macroglobulin. | Amiloidosi
Variabile MGUS Srr:ionuglde Multiplo | di Waldenstrom | Primaria
<10 210 210 >10 (cellule <10
linfoplasmocitoidi)
e elo elo € e
<30 230 230 >30 <30
Manifestazioni A oA | p . P i P .
cliniche ssenti ssenti resenti resenti resenti
* Segni clinici presenti secondo la patologia|di base

NB Le soglie indicate da ENCR per l'attribuzione di morfologia specifica

NON SONO PIU’ APPLICABILI




Leucemia Mieloide Cronica, cromosoma
Philadelphia positiva [t(9;22)(q34;q11), bcr/abl]
Leucemia cronica neutrofilica

Leucemia cronica eosinofilica / sindrome
ipereosinofila

Mielofibrosi Idiopatica cronica

Policitemia Vera

Trombocitemia Essenziale

Malattia mieloproliferativa non classificata

Leucemia MieloMonocitica Cronica
Leucemia mieloide cronica atipica
Leucemia mielomonocitica giovanile

Anemia Refrattaria

con sideroblasti ad anello

senza sideroblasti ad anello

Citopenia refrattaria (sindrome mielodisplastica)
con displasia multilineare

Anemia Refrattaria (sindrome mielodisplastica)
con Eccesso di Blasti

Sindrome 5@-

Sindrome Mielodisplastica non classificata

LAM con t(8;21)(g22;g22), aml1(cbfa )/eto

LA Promielocitica [LAM con t(15;17)(g22;921) e var,
pml/rara]

LAM con eos. mid. [inv(16)(p13;922) o t(16;16),
cbfb/myh11]

LAM con anomalie 11g23 (mll)

con precedente sindrome mielodisplastica
senza precedente sindrome mielodisplastica

correlate ad agenti alchilanti
correlate a epipodofillotossine
altri tipi

LAM scarsamente differenziata, MO
LAM senza maturazione, M1

LAM con maturazione, M2

LA promielocitica, M3

LA mielomonocitica, M4

LA monocitica, M5

LA eritroide, M6

LA megacariocitica, M7

LA basofilica

Panmielosi acuta con mielofibrosi



9806/3

9807/3

9861/3
9861/3
9865/3
9869/3

9896/3

9896/3
9897/3
9897/3
9898/1

9898/3
9911/3

980 LEUCEMIE, NAS (42.1)
Leucemia acuta a fenotipo misto con t(9;22)(q34;q11.2);
BCR-ABL1

Leucemia acuta a fenotipo misto con t(v;11q23); MLL
riarrangiato (Myeloid/Lymphoid Leukemia o ALL1 o HRX)

984-993 LEUCEMIE MIELOIDI (42.1)
Leucemia mieloide acuta con mutazione NPM1

Leucemia mieloide acuta con mutazione CEBPA
Leucemia mieloide acuta con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

Leucemia mieloide acuta con inv(3)(q21gq26.2) o

t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

Leucemia mieloide acuta, t(8;21)(g22;0q22)
Leucemia mieloide acuta, AML1(CB-alfa)/ETO
FAB M2, t(8;21)(q22;922)

FAB M2, AML1(CB-alfa)/ETO
Leucemia mieloide acuta con t(8;21)(g22;922); RUNX1-
RUNX1T1
Leucemia mieloide acuta, con anormalita’' 11923
Leucemia mieloide acuta con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
Mielopoiesi anormale transitoria
Leucemia mieloide associata a sindrome di Down

Leucemia mieloide acuta (megacarioblastica) con
t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

9965/3

9966/3

9967/3

9986/3
9986/3

9812/3

9814/3

9815/3

9816/3

9817/3

9818/3

995-996 DISORDINI MIELOPROLIFERATIVI CRONICI (42.1)
Neoplasie mieloidi e linfoidi con riarrangiamento PDGFRA

Neoplasie mieloidi con riarrangiamento PDGFRB

Neoplasie mieloidi e linfoidi con anormalita FGFR1

998 SINDROMI MIELODISPLASTICHE (C42.1)
Sindr. mielodisplastica con sindrome da delezione 5q (59-)

Sindrome mielodisplastica con del (5q) isolata

982-983 LEUCEMIE LINFOIDI (42.1)

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con
t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con
t(12;21)(p13;922); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con iperploidia

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con ipoploidia
(ipoploidia ALL)

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con
t(5;14)(q31;932); IL3-IGH

Leucemia linfoblastica/linfoma a cellule B con
t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)

IN MARRONE LE NUOVE ENTITA’



EMATOPOIESI INEFFICACE+CELLULARITA’ ELEVATA NEL SANGUE

CD 34+ se i blasti sono elevati si differenzia mielofibrosi da PV o TE.
Comunque <20%

meno frequente il riscontro in sindromi mielodisplastiche e LAM.



Crimert DiacosTict newa ET?4

(riteri maguior:
& trombocitesi > 600.000/mm? per dimena 2 mesi < m—mm———
& presenza dell mutazione JAKZ VB17F ———

Criteri minari:

+ msenza di cause di frombocitesi reattiva (ormali indici infiammatari
& nessuna evidenza di carenza marziale (fermo)

& messuna evidenza di PV

& nessuna evidenza di LMC

& messuna evidenza di mielofibrosi

& nessuna evidenza di mielodisplasia

5 pone dagnosi df £T se sono soadisfatf

& due criveri maggiori + b ulfimi quatho minori {JAK pos.)
4 pimo criterio maggiore + tutti i sei minori (JAK neg )

CRITERI DIAGNOSTICI DELLA PV

Criteri maggiori:

< oumento massa GR >25% rispetto ol volore medio o ematocito =60%
(uomini) & >54% (donne) <=

+ msenza di couse di enfrocitosi secondaria (normale saturazione 0y
arferioso, non incremento di EPQ)

4 splenomegalia palpabile

< preserza mutazione JAKZ V& 17F o di altre anomalie citogenetiche

(esclusa bar/abl) nelle cellule emopoietiche  (umm————
Criteri minori:
+ tembocitesi >400 x 109/1 ———
< neutrofilia (neutrfili =10x109/1; =12, 5¢109 /1 nii fumatori)

% splenomegalia mdiologicomente documentata
< oolonie eritroidi endogene o bassi lvelli di EPO

Diagnosi di PY se sono soddisfuti:
< i primi due criteri maggiori + un altro critero maggiore
< i primi dve criteri maggiori + due criten minor

* American Sodety of Hematology 20058



EMATOPOIESI INEFFICACE+CELLULARITA’ ELEVATA NEL SANGUE

Numero leucociti/mmc e Presenza di precursori mieloidi immaturi

Blasti < 20%

trascritto dovuto a t(9;22)
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DIAGNOSI “POVERA” DI MPD

La diagnosi viene posta di solito con emocromocitometrico+striscio e con citofluorimetria su sangue
periferico. Ma la citofluorimetria & spesso indisponibile tra i flussi correnti

Come orientarsi? SE DISPONIBILI DATI DI LABORATORIO

Leucocitosi molto alta con forme immature -
con/senza trombocitosi >450.000/mmc

Trombocitosi > 600.000/mmc per oltre 2 mesi senza segni di altre MPD -
Ematocrito >60% (56% nelle donne)

Trombocitosi >400.000/mmc ->
Neutrofilia >10.000/mmc (12.500 nei fumatori)



CMML LEUCEMIA MIELOMONOCITICA CRONICA

Persistente monocitosi > 1 x 10°/L
No cromosoma Ph; o BCR/ABL
Meno di 20% blasti nel midollo o periferico

Displasia in una o piu linee mieloidi
In assenza di displasia
anomalie citogenetiche clonali nel midollo

persistenza della monocitosi per oltre 3 mesi con esclusione delle
monocitosi secondarie

CCML-1 | CCML-2

Blasti < 5% 5-19%

periferici

Blasti Se > 20% e

midollari 10% 10-19% |sempre una
AML

- Se presenti,

Xﬁ;" di MAI NO/SI |&sempre

una CCML-2




SINDROMI MIELODISPLASTICHE (MDS)
ALTERAZIONI MORFOLOGICHE (DISMIELOPOIESI)+
EMATOPOIESI INEFFICACE

STANDARD DIAGNOSTICI PER LMC

Esame emocromocitometrico+formula+striscio sangue periferico
Numero elementi/mmc
ESAMI ATTI AD ESCLUDERE ALTRE CAUSE DI ANEMIA

Esame morfologico e immuno-fenotipico e istochimico su agoaspirato o biopsia
MIDOLLARE
Blasti CD34 < 20%

Citogenetica con FISH
del(5q) e altre anormalita, piu frequenti in MDS post terapia (t-MDS)

t(8;21),inv(16),t(16;16) ,t (15;17)




SOGLIE DI CELLULE DISPLASTICHE
10% di elementi di linea cellulare nel MO per le SMD
50% degli elementi per linea cellulare nelle LMA con alterazioni displastiche correlate

ELEMENTI DESCRITTIVI DELLA
multinuclearita

nucleo polilobulato

alterazioni megaloblastiche
vacuolizzazioni citoplasmatiche
sideroblasti ad anello

abnorme PAS positivita degli eritroblasti

ELEMENTI DESCRITTIVI DELLA

variabilita delle dimensioni cellulari

ipolobularita o ipersegmentazione nucleare

granulazioni abnormi o ipogranularita/assenza di granulazioni
presenza di corpi di Auer

ELEMENTI DESCRITTIVI DELLA
micro-megacariocita
ipolobularita nucleare
multinuclearita



CLASSIFICAZIONE WHO DELLE MIDS

Anemia Refrattaria (RA)
Anemia Refrattaria con sideroblasti ad anello (RARS)

Citopenia Refrattaria con Displasia Multilineare (RCMD)
Citopenia Refrattaria con Displasia Multilineare e Sideroblasti ad anello
(RCMD-RS)

Anemia Refrattaria con eccesso di Blasti - 1 (RAEB-1)
Anemia Refrattaria con eccesso di Blasti - 2 (RAEB-2)

Sindrome Mielodisplastica non classificabile (MDS-U)
Sindrome Mielodisplastica con del (5q)



RA RARS RCMD RCMD-RS RAEB-1 RAEB-2 MDS-U MDS - 5g-
Anemia Bi- o Pancitopenia Citopenie Citopenie Anemia
: : . . < 5% di 5-19% di | Assenzao < 5% di
Assenza di blasti Assenza o rari blasti 0" ° : . 0"
blasti blasti rari blasti blasti
Sangue Assenza di Assenza di . . | Assenzadi
o . o Corpi di .
periferico corpi di corpi di corpi di
Auer +
Auer Auer — Auer
Piastrine
< 10M9/l. monociti < 10M9/l. monociti normali o
aumentate
Displasia :
unil:?weare Normali o
: . L Displasia > 10% in 2 o piu |Displasia in una o + linee L aumentati
Displasia eritroide : . D mieloide o .
linee mieloidi mieloidi .. |(micromega
megacarioci .
. cariotici)
taria
-Q0, i - 0, i
< 5% blasti < 5% blasti °-9% di | 5-19% di < 5% blasti
. blasti blasti
Aspirato
midollare < 15% > 15% < 15% > 15%
sideroblasti | sideroblasti | sideroblasti | sideroblasti
ad anello ad anello ad anello ad anello
Assenza di Corpi di
Assenza di corpi di Auer corpi di b Assenza di corpi di Auer
Auer +
Auer -
Delezione
isolata 5q




DIAGNOSI “POVERA” DI MDS

La diagnosi viene posta di solito con emocromocitometrico+striscio e con citofluorimetria su sangue
periferico. Ma la citofluorimetria & spesso indisponibile tra i flussi correnti

Come orientarsi? SE DISPONIBILI DATI DI LABORATORIO

NB Diagnosi cliniche non specialistiche sono spesso riconducibili a errore diagnostico



DIAGNOSI “POVERA” DI MDS

se non c’e riduzione di eritrociti, leucociti o
piastrine in circolo e non é stata effettuata terapia di supporto trasfusionale e
improbabile l'eritropoiesi inefficace

non devono essere inferiori alla norma
per escludere uno stato carenziale. Spesso si rilevano valori elevati.

in caso di anemia se e non c’'e uno stato

carenziale di Vitamina B12 e folati, puo essere elemento di sospetto.
Volumi inferiori alla norma depongono per anemie da perdita o da malattia cronica

NB Diagnosi cliniche non specialistiche sono riconducibili a errore diagnostico



(biopsia se il midollo & ipoplasico)
Determinazione % blasti > 20%
CD34+ marker di blasti (sono possibili anche blasti CD34- “quiescenti”)
CD68+ marker di cellule monocitoidi
CD7,CD13, CD14, CD15, CD19, CD33, CD117 per differenziare le LMA secondo
il sistema FAB

per tipo di LMA
In caso di riscontro di
la sola citogenetica e , anche se i blasti sono < 20%

Gli aspetti citochimici (risposta alla mieloperossidasi (MPO) e alla esterasi aspecifica (NSE)
e morfologici (presenza di Corpi di Auer) hanno ora bassa rilevanza nelle LMA



LMA

Varieta FAB Morfologia midollore Gtechimico Antigeni cellulori Frequenza (%)
M mihblasti =90% + mighperossidasi positivg C013; C031; C033; (D34 1520
< Sudan B positive HL&DR
M2 miekblusti <90% + mighpercssidasi positivg C013; CO15; 2535
+ Sudan B positivo (031; C033;
+ esterasi positive NaF resktenti HLA-DR
M3 blasti ipergrarulati con corpi di Auer + migkbperossidasi positivg C013; C031; €033 I8
< Sudan B positivo
M3v blasti con fini granuli bi- o phorilobat + mighpercssidasi positivg C013; C031; €033, (D2 ]
< Sudan B positivo
IE! migkhblasti <80% + migkbperossidasi positivg (011¢; (013; 2025
manoblasti =20% + Sudan B positivo (014; CO15;
< wsterasi positive NaF resktenti @ inibite (D371; (D33; HLADR
M5a monoblasti -80% estercsi positive NoF inibite (D1 1h; COe; CON3; =10
(D14, C015; CD31; (033;
(D&8; HLEDR
M5h + monoblasti estercsi pasitive NaF inibite (01 1k; €01 1; CD13; b
+ promonoblost D14, C015; CD31; CD33;
+ monodti CD&E; HLEDR
Mb + eritroblast =50% + FAS positivita licaforing-4 35
< migloblasti =30% + migbpercssidasi positivg
+ Sudan B positivo
M7 < blasti di fipo linfoide =30% perossidasi pisrinica positiva (D41; (D42, (041; 13

+ mielofibresi

licoprateing Ilb, 1l



La presenza di forme immature e blasti in circolo puo essere dovuto

e ad una
e all’ (da identificare)

« ad un epifenomeno interno al

Il registratore non fa la diagnosi, o la cambia, ma si deve riferire all’esatta
valutazione clinica, annotando i principali parametri clinici
Se il dato e discorde dalla diagnosi, ci si deve confrontare con specialista



Marker prognostico

Il gene (Tumore di Wilms) e iperespresso nella LMA, nella LLA, nella
LMC, nelle sindromi mielodisplastiche, nei disordini mieloproliferativi Ph
negativi, in alcuni linfomi non-Hodgkin

e usato in pazienti con leucemia acuta per monitorare la malattia
residua dopo trattamento chemioterapico.

Anomalie del WT-1 sono presenti nel 10% delle LMA senza anomalie
citogenetiche, e sono associate a peggior prognosi






